






















































































































































































































































1489TVQEL ??R繭灘 LEETVQAK．睡1：ぽ AGccAGCC ??? ?? ⊂CAC⊂CA⊂ ???? AAAAAAAAAAAA 15701560
幽AATGCC†丁
T▲▲エ▲ムAATGGCTT
AT丁T丁C丁GGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA16451575
AAGGG∈GGGGGG 16571575
Fig．4．Nucleotide　sequences　of　calf　and　human　p57　and　a　deduced　amino　acid
The　underlines　indicate　a　polyadenylation　signal　sequence（AATAAA）．
indicate　the　lysyl－C　peptides（details　in　section　2）derived　from　calf　p57．
sequence of　calf　p57．
The　bold underlines
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445
　　　　　of　deduced　amino　acid
sequence　of　human　p57，　calf　p57　and
coronin　from　D破yosZθ伽仇直sco似θμ豹．
Upper　lanes，　midd正e　lanes　and　lower
lanes　show　the　a皿ino　acid　sequence
of　human　p57，　calf　p57　and　coronin，
respectively．　The　broken　lines　indicate
the　lysyl－C　peptides（details　in　section
2）derived　from　calf　p57．　Underlines
show　the　WDrepeats　in　p57and　coronin．
Amino　acids　indicated　by　arrow　heads
and　boxes　show　the　leucine　zipper
motif　in　the　p57　sequence．
ローニングし，その一次構造を決定した．Fig．3
のアミノ酸配列に基いて作製したcDNAプロー
ブを用いて，新鮮牛脾臓細胞より調製したcDNA
ライブラリーから遺伝子のクローニングを行い，
p57分子の全長をコードした遺伝子を得た．　p57
遺伝子の塩基配列を決定し，これに基きアミノ酸
配列を推定した．その結果p57は461残基のア
　　　　｛A｝　　　　　　　　　　（Bl
‘n1，　　LxGHxxxlx）画《δ　〔n2｝　ΦΦSGGxDx南《工WDδ
371
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　　　　　　LLJLGYDDFNCNVぽ）再LAGHDNRVSC痴GVTDDGMAVATGS冊SFLKLバ
Fig．6．　Consensus　sequence　of　WD－repeat（A）．
　　　Examples　of　WD－repeat（B）．
ミノ酸により構成されていることが判明した
（Fig．4）．この遺伝子のホモロジー検索を行ったと
ころ，部分アミノ酸配列の相同性が示されたコロ
ニンと40．8％の相同性を示した4）．p57が哺乳類
細胞で共通に存在するアクチン結合蛋白質である
かどうかということと，機能をさらに詳しく調べ
ることのために，ヒトp57の遺伝子のクローニ
ングも行った．ヒトp57のcDNAは，ヒト前骨
髄球性細胞株HL－60のcDNAライブラリーから
クローニングした．プローブは，ウシp57の
cDNA配列をもとに作製したプライマーを用い
てHL60由来cDNAに対してRT－PCRにより
調製した．ヒトp57とウシp57の相同性は95％
であった（Fig．5）．従ってp57分子は，哺乳類細
胞で高い相同性を持って共通に存在するアクチン
結合蛋白質であると推定された．
　ウシおよびヒトのp57の一次構造には，2っの
興味ある分子内構造がみられた（Fig．5）．1っは，
N末端側にみられるWD－repeatと呼ばれるくり
返し配列で，これが5っ存在していた．WD－
repeatはコロニンにも存在するが，ヘテロ三量体
GTP結合蛋白質のβサブユニット等に存在する
ことで興味を集めている．その基本構造はFig．6
に示した通りである（Tβはヘテロ三量体GTP結
合蛋白質の一種であるトランスジューシのβ鎖
を意味する）が6｝，他の細胞内情報伝達分子との相
互作用に必要な構造と考えられている．たとえ
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ば，ホスホリパーゼCなどの分子内に存在するプ
レクストリンホモロジードメイン7　1°）と相互作用
することが知られている1u．このような構造を有
することは，p57も細胞内情報伝達に関わる分子
であることを推測させる．一方，C末端側には，
ロイシンジッパーと呼ばれるロイシン残基の7
アミノ酸ごとの繰り返し配列が存在した．ロイシ
ンジッパーはDNA結合蛋白質12・13やマクロ
ファージレクチン14）などに存在し，ロイシンジッ
パー間の相互作用により，蛋白質分子のホモポリ
マーあるいはヘテロポリマーを形成する15）．これ
により，ロイシンジッパーもWD・repeat同様，
細胞内情報伝達に関与する可能性が考えられた．
Table　l　Comparison　of　the　properties　between
　　　　P57　and　coronin．
P57 coronln
numbers　of　amino　acid
homology
WD－repeat
leucine　zipPer
actin　binding　activity
461
yes
yes
?
40．8％
445
yes
no
yes
4．p57のアクチン結合活性とアクチン結合
　　部位
　p57はコロニンと40．8％の相同性を示すが，
これらの特性を比較した結果をTable　1に示し
た．構成アミノ酸数はp57が461，コロニンが
445であり大差ないが，コロニンにはロイシン
ジッパーが存在しない．この表にあげたようにコ
ロニンは，アクチン結合活性を有し，粘菌の走化
性，細胞分裂時に重要な役割を果たしていること
が判明している．p57にも同様な機能，役割があ
るかどうかを調べるため，まずアクチン結合活性
の有無を検討した．ヒトp57とGSTの融合蛋白
質（GST－p57）を作製し，　F一アクチンとの共沈殿実
験を行うことにより，アクチン結合活性は調べた
（Fig．7）．アフィニティーカラムにより精製した
GST－p57をKCIとCaCl2を含む緩衝液中でF化
したアクチンとインキュベートし，100，000×g，
1時間遠心する．遠心により得られた沈殿，上清
及び遠心前のGST－p57とアクチンの混合液を電
気泳動し，クマジーブリリアントプルー（CBB）で
染色する．コントロールのGSTはF・アクチンと
共沈しない（Fig．7；GSTのPのレーン）が，
GST－p57はF一アクチンと共沈し，　GST・p57のバ
ンドが観察された（Fig．7；GST－p57，　F・アクチン
＋のPのレーン）．F一アクチンが存在しないと，
GST・p57は沈殿画分に検出されなかった（Fig．
　　　　　GST
F－actin　　「＝「
　　（kDa）
Fig．7．
66．3・
4a4．一唱■●，冶凶（晴l　actin
30・o’■■噛●　　司GST
17．2一
TS　P
｛kD8）
GST・p57
「－1十　　十　十
66．3一
42．4一
30．0一
　　　コスメフくニだ　ごい
1．、∵㌧ご
GST・P57
一一　　　　（k【袖）
GST・P57
　　　　66．3・
actin
一漕GST
TS　P
42．4一
30．0一
17．2・
司GST・P57
司GST
Co－sedimentation　assay　of　GST－p57　fusion　protein　with　F－actin．
ultracentrifuged　supernatant；P，　ultracentrifuged　precipitate（details　in　section　2）．　Each　protein
is　indicated　with　arrow　heads．
　醐襲．w　　　’　「　尋・
TS　P
T，total　reaction　mix ure；S，
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Hehx＆Leucine　Zipper
GST シ 騨頴穿1
Fig．8．　p57とグルタチオンーS一トランスフェラー
　　　ゼの融合蛋白質
7；GST－p57，　F・アクチンーのPのレーン）．これ
らの結果より，p57がF・アクチンと結合すること
が明らかとなった．
　p57はアクチン結合活性を有するが，その一次
構造には，他のいくっかのアクチン結合蛋白質で
みられるアクチン結合に関わる共通のアミノ酸配
列が含まれていない．そこで，p57のどの部分が
アクチン結合に重要なのかを調べることを目的と
して，p57の全長を含むGST－p57以外に，　GST
とp57のWD－repeat部分の融合蛋白質，　GSTと
p57のロイシンジッパー部分の融合蛋白質を調
製して（Fig．8），アクチンとの結合活性を調べた．
Fig．7の場合と同様の実験を行った結果（Fig．9），
WD－repeatを含む構造には，アクチン結合能が
存在するが，ロイシンジッパーを含む部分にはア
クチン結合能が見られなかった．この結果から，
WD－repeatにアクチン結合能が存在すると断定
することはできないが，この構造を含む部分にア
クチン結合能が存在することは確かである．粘菌
のアクチン結合蛋白質であるコロニンは，WD’
repeat構造を有するが，ロイシンジッパーを有さ
GST・WO
　　　　　　　　”『｝F噸c講n　く◆　＋　◇
　　｛穎別
GST’LZ
ζ嬬助
◆　　十　　・ト
66．3・
30．0・ 4G§T 30、o一
繕遥， 4GSγ一しZ
17．2
T　S　P
F。ac湘≡　　〈k偽）．
司GSτ・wロ
1ア．2・
　　∈
｛k伽｝
舗3’
TS　P
聡，ぴ Ω，湾・
鋤・・一　　喝GS千Lz
瀕、o　　鰯鯛轍　司《≧ST 30．《）
事7．2 冒，o
Fig．9．　Co－sedimentation　assay　of　GST－p57　WD－repeat　and　GST－p571eucine　zipper　with　F－actin．
　　　Details　are　same　as　Fig．7．
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ないこともこの推定を支持する．
5．p57の生体内分布
　p57の機能を考える上で，その生体内分布を調
べることが重要であると考え，p57に対する抗体
を作製して，マウスにおける組織分布を調べた．
抗体はヒト，マウス（本稿には示してないがマウ
スのp57遺伝子もクローニングした），ウシで共
通するp57のC末端側の12アミノ酸残基のペ
プチドを合成し，BSAと結合後，ウサギを免疫し
て作製した（1440抗体）．
　Fig．10は，1440抗体を用いて，マウスp57の
体内分布を調べたものである．Balb／Cマウスの
各臓器を摘出し，1％SDSで可溶化後，蛋白質量
を一定にして，SDSポリアクリルアミド電気泳
動を行った．電気泳動後，1440抗体を用いたウ
エスタンブロッティングによりp57を検出した．
p57は，脳，胸腺，肺，脾臓，骨髄，腋窩リンパ
節，腸間膜リンパ節に発現していた．脳以外では，
胸腺，脾臓，骨髄，リンパ節など主として免疫系
の組織で発現していた．肺や腸にはマクロファー
ジやリンパ球が混入している可能性が考えられた
ので，p57は，脳や免疫系細胞で重要な機能を
担っていると推定された．
　各種細胞株と血液細胞にっいてもp57の存在
の有無を同様に検討した．血小板と好中球はヒト
末梢血をLymphoprepを用いて遠心，分離する
ことにより得た．マウスTリンパ球はマウス脾臓
細胞よりヤギ抗マウスIg抗体を用いたパニング
法により得た．マウスBリンパ球はマウス脾臓細
胞より，抗Thy－1抗体と補体処理により分離し
た．腹腔マクロファージは，マウス腹腔滲出細胞
をシャーレに付着させて得た．これらの血液細胞
と培養細胞は，1％NP－40を含む可溶化緩衝液で
可溶化後，細胞数を一定にして，SDS一電気泳動，
1440抗体を用いたウェスタンブロッティングに
より，p57の存在の有無を調べられた（Fig．10）．
　p57は，血液細胞の場合，血小板，好中球，　T，
a
｛kD8）
1162一
66．3一
42．4一
30．O一
1　2
?????????????????????，．＝4
b
（kDa）
200．O一
1162一
663一
42．4一
30．0一
違蕊寮
＜
．
●●●
峡一
Fig．10．　Immunoblotting　analysis　of　p57　with　l440．　The　bands　of　p57　are　indicated　with　the　arrow
　　　　heads　at　the　right　side　of　lanes．　In　panel（a），　lane　1，2，　and　4　show　the　calf　thymus　extract，
　　　　human　HL60　cell　extract，　and　mouse　thymus　extract，　respectively．　And　in　lane，3，1440
　　　　against　HL60　cell　extract　is　immuno－absorbed　with　the　l440　peptide　for　the　immunization．
　　　　Panel（b）indicates　the　tissue－distribution　of　p57　in　mouse．　Each　Iane　reveals　the　tissue　as
　　　　shown　in　the　figure．　ALN　and　MLN　is　axiallary　lymph　node　and　mesenterium　lymph　node，
　　　　respectively．
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Bリンパ球，マクロファージには存在するが，赤
血球には存在しなかった．一方，細胞株では，単
球・マクロファージ系の細胞やリンパ球系の細胞
にp57は存在していたが，　COSI細胞やNIH　3T
3細胞には存在しなかった．従って細胞レベルで
も免疫系の細胞にp57は局在すると考えられた．
このことは，p57が免疫系細胞の細胞骨格系を介
した情報伝達に関与していることを示唆し，興味
深い．
6．細胞内でのp57とアクチンの挙動の一致
　細胞内でp57が実際にアクチンと結合して機
能を発現している可能性を確認するために，細胞
内でのp57とアクチンの分布について，抗p57
抗体を用いた免疫組織化学的染色により調べた．
これを調べるたあにまず，本来p57分子の存在
しないNIH　3T3細胞にp57の遺伝子を組み込ん
で発現させたAl，　A6，　B4細胞を得た．　Al細胞で
のp57の発現は強く，　A6細胞での発現は弱かっ
た．B4細胞は増殖性が悪く実験に用いることは
できなかった．
　Fig．11に免疫組織染色の結果を示した．　A，　D，
GはもとのNIH　3T3細胞，　B，　E，　Hはp57を少
量発現したA6細胞，　G，　F，1は，　p57を多量に発
現したAI細胞を示している．上段は，抗アクチ
ン抗体を用いてアクチンを染色したものであり，
中段は，p57を抗p57抗体により染色したもの
である．下段は，細胞の核を染色したものである．
A6，　Al細胞の染色パターンを見るとわかるよう
に，アクチンとp57の細胞内分布は一致してい
た．従って，p57は，細胞内で実際にアクチン結
合蛋白質として機能すると考えられた．
7．結 語
　D　我々は，粘菌の走化性や細胞分裂に関与し
ていると考えられているアクチン結合蛋白質コロ
ニンと相同性を有する分子量約57，000の新規蛋
白質p57を仔牛胸腺より，単離・精製するとと
Fig．11．Intracellular　localization　of　p57　and　actin　in　p57　gene－transfected　NIH　3T3　cells．　Upper；actin
staining，　middle；p57　staining，　bottom；nuclear　staining．
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もに，そのcDNAクローニングに成功した．ウシ
p57のcDNAは1575塩基で構成され，構成アミ
ノ酸残基数461，推定分子量50978．46と計算さ
れた．ヒトp57遺伝子もクローニングし，ウシ
p57と比較したところアミノ酸レベルで95％の
相同性を有していた．
　2）p57は，細胞内情報伝達分子間の相互作用
に重要と考えられている2種の分子内構造を有
していた．5回のWD－repeat構造とロイシン
ジッパー構造であるが，コロニンにはロイシン
ジッパー構造は存在しなかった．またWD－
repeat構造を含むN末部分にアクチン結合能の
存在することを明らかにした．
　3）p57は，脳と主として免疫系の組織および
免疫系細胞に局在していた．
文
　4）p57は仇〃πmでF一アクチン結合活性を示
すとともに，細胞内でもアクチンと挙動が一致す
ることから，細胞内で実際にアクチン結合蛋白質
として機能していると推測された．
　以上の知見から，p57は，動物細胞における，
脳及び免疫系細胞の細胞骨格系を中心とした細胞
内情報伝達に関与する分子であり，走化性や細胞
分裂等の重要な機能を担っていることが示唆され
た．p57が細胞内でどのような情報伝達経路で機
能発現をしているのかを解明していくことが今後
の課題である．
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